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論文内容要旨
第一童序論
 ペルオキシダーゼは高等植物,動物の骨髄,ミルク等に存在し,カタラーゼはほとんど全ての
 植物や動物の肝蔵等に存在する。これらはヘム蛋白質であるが,これらの構造と機能との関連は
 種々の物理的,化学的方法によって研究されてきているにもかかわらず解明されたとはいえない。
 本論文では近年有機分子,金属錯体の電子状態の解析に有効に用いられている磁気円偏光二色性
 分光学によりペルオキシダーゼおよびカタラーゼの構造を解析し,それらの特徴的機能を理解す
 ることを目的として研究を進めた。本章の後半には実験結果を理解するために必要な電子スペク
 トルに関する基礎的事項と,これらと関連する磁気円偏光二色性(MCD)の理論を概観した。
 第二章'西洋ワサビペルォキシ壁皿督のソーレ,および可視部領域の磁気門偏
光二色性
 西洋ワサビペルオキシダーゼの構造に関し,MC工)の測定による解析はなされていない。そこ
 で本章では測定の容易なソーレおよび可視部領域のMCDを種々のペルオキシダーゼ誘導体につ
 いて測定し,対応するミオグロピン誘導体のMCDとそれぞれ比較した。nativeおよびアルカリ
 型の西洋ワサビペルオキシダーゼをのぞいて西洋ワサビペルオキシダーゼ誘導体は,それぞれ対
 応するミオグロビン誘導体とほぼ類似のMCDを示し,酸化状態,スピン状態に応じて4つに分
 類された。すなわち,西洋ワサビペルオキシダーゼ,およびそのフッ素誘導体は鉄3価高スピン
 錯体に,アノレカリ型,アジドおよび3価のシアノ誘導体は鉄3価低スピン錯体に,還元型ペルオ
 キシダーゼは鉄2価高スピン錯体に,その一酸化炭素,一酸化窒素誘導体とシアノ誘導体は鉄2
 価低スピン錯体に分類された。nativeな西洋ワサビベノレオキシダーゼではソーレ領域のMCD
 ピークの大きさがミオグロビソのそれの半分の値を示し,西洋ワサビペルオキシダーゼとミオグ
 ロピンでのポリフィリン環のゆがみの差を示しているものと考えられた。アルカリ型の西洋ワサ
 ビペルオキシダーゼは鉄3価低スピγ錯体に分類され,ミオグロビンのアルカリ型が鉄3価中間
 スピγ型であることと対照的であることを見出した。このことについては更に第四章で詳述した。
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 第三章西洋ワサビペルオキシダーゼの近赤外領域の磁気円偏光二色性
 ソーレおよび可視部領域に見られる電子遷移は主としてポリフィリンのπ→π*遷移に起因す
 るのに対し,近赤外領域には中心金属内(鉄)のd-d遷移,および鉄と配位子間の電荷移動遷
 移が観測されるものと予想されており,直接鉄イオγの関与した遷移が観測されるものと期待さ
 れた。そこで近赤外領域のMCDを測定し,ミオグロビンでの結果ともあわせて考察した。
 鉄3価西洋ワサビペルオキシダーゼのシアノ錯体は対応するミオグロビンの錯体と同様に1,000
 ～1,900nmにわたり吸収スペクトルと類似の波形をもつMCDスベクト'レを示した。鉄3価ミオ
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 グ・ぐソのシアノ錯体のこの領域のMCDスペクトルの直線的温度依存性は3価低スピン錯体の
 この領域のMCDが主にファラデーのC項より成る事を示した。この結果は鉄3価錯体のこの領
 域の遷移がポ'レフィリンのa1.,a2u(π)軌道から鉄のeg(dπ)軌道への電荷移動遷移
 であるとする帰属を支持している。西洋ワサビペルオキシダーゼのフッ素誘導体のMCDスペク
 トルは第6位に水が配位した錯体のそれよりは対称的であり,ヘムのまわりの対称性が前者の方
 が後者より高い事を示した。アルカリ型の西洋ワサビペルオキシダーゼはそのスペクトルの位置
 から低スピン型の分率の多い事を示唆している。又,鉄3価西洋ワサビペルオキシダーゼの各種
 誘導体の近赤外領域のMCDスペクトルは相当する鉄3価ミオグ・ビンの誘導体の鍛CDスペクト
 ルよりもそれぞれ長波長側にあらわれ,このことは西洋ワサビではミオグ・ビンよりも低スピン
 型の分率が高い事を反映しているものと理解された。
 講四章繭洋ワサビペルオ串シダーゼの酸型ヲア藩力勝型の磁気麟欄光盤漁盤
 第二章,第三章で西洋ワサビペルオキシダーゼのアルカリ型は通常ヘム蛋白質のアルカリ型と
 は著しく異なる事が見出された。そこで西洋ワサビペルオキシダーゼにおける酸型(natlve)
 からアルカリ型への変化を本章で詳細に調べた。舩tiveな西洋ワサビペルオキシダーゼは5配
 位ヘム錯体と類似した灘CDスペグトルを示すことから,酸型ではカルボキレート墓のような弱
 配位子場をもコた配位子が第6配位子にあるものと予想された。この酸型からアルカリ型への変
 化における平衡反応のpK値は11であることを種々のpH値で測定した躍CDスペクトルの変化
 から求めることができた。又,アルカリ型の第6配位子としては多くの可能性のうち塩基性の強
 められた水酸基である可能性を,種々の第6配位子を含むヘム蛋白のMCDとの比較により示す
 ことができた。
も
 第五章繭洋ワサビペル貯串シダーゼおよびカンガルーのミオグ筒ビンの過酸
 化水棄複合体の円偏光二漁性と磁気円備光二芭性
 尽・レオキシダーゼは生体内で過酸化水素と複合体を形成し,過酸化水素を酸化剤とする酸化反
 応を触媒する酵素として挙動する。この酵素反応の特徴は酸化剤に対する特異性が高く,還元剤
 に対する特異性がきわめて低いことである。この酵素反応は古くから研究されてきたが,過酸化
 水素とペルオキシダーゼ複合体の構造が明らかにされていないのが現状である。本章ではこのペ
 ルオキシダーゼが過酸化水素複合体のCD,MCDスペクトルを測定した結果をのべたD複合体に
 は複合体1,H,田と名づけられた3種が知られているが,このうち比較的安定性のある複合体
 しおよび皿について測定を行った。複合体皿は還元型酸素化錯体と結論されたが,そのスペク
 トルは鉄2価一酸化錯体に類似している点もあり,ミオグPビンの酸素型とは幾分異っているこ
 とが示された。西洋ワサビペルオキシダーゼの複合体πのソーレ領域のMCDスペクトルは温度
 によってほとんど変化せず、カンガ'レーミオグロビンの複合体丑では明らかな混成依存性をもつ
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 MCDスペクトルが観測された。この温成依存性を示すMCDスペクトルは鉄のスピンによるC項
 と考えられ,西洋ワサビペルオキシダーゼとミオグロビンの複合体Hにおけるソーレ領域のMCD
 の差はポルフィリγπ電子系と鉄の電子系の相互作用(まじ9合い)の相違によるものと考えら
 れた。
 さらに円偏光二色性の測定により,西洋ワサビペルオキシダーゼの複合体1と,ミオグロピソ
 の複合体且の間にコンフォーメイションのちがいがあることを見出した。叉,西洋ワサビペルオ
 キシダーゼの過酸化水素複合体皿と皿の間でも分子内のコγフォーメイションの変化を観察した。
 第六章生肝蔵カタラーゼの磁気円偏光二色性
 典型的なカタラーゼは四量体であり,その生体内での役割はペルオキシダーゼと似ていると信
 じられており,それ故,ペルオキシダーゼとともに過酸化酵素と呼ばれている。この酵素は強ア
 リカリ性溶液中では単量体に,強酸性溶液中では2つの二量体にわかれる事,又,いかなる還元
 剤もこの酵素を還元できないことにより特徴づけられている。ここでは,ペルオキシダーゼと同
 様に,カタラーゼの各種誘導体のMCDを測定し,ミオグロビン,ペルオキシダーゼのMCDと比
 較して考察した。
 カタラーゼの各種誘導体は中間スピン錯体に分類されるシアノ誘導体をのぞき鉄3価高スピン
 錯体に分類された。又,ソーレ,可視部,近赤外領域のMCDスペクトルは,カタラーゼ誘導体
 がミオグロビン,ペルオキシダーゼの対応する誘導体よりもヘムまわりの対称性が低いことを示
 した。又,近紫外部の測定よPヘムあたり11個のトリプトファン残基が含まれていることが判
 明した。
第七章総括
 第一章から第六章までの研究を総括し,ペルオキシダーゼおよびカタラーゼの構造の吟味,特
 にヘムの第5および第6配位子の種類の推定,ヘム中の鉄のスピン状態,電子状態,ポルフィリ
 ング中心金属周辺の対称性の吟味にMCDスベクト'レの測定が有効であることを明らかにした。
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き 論文審査の結果の要旨
 ペルオキシダーゼは高等動物,動物の骨髄,ミルク等中に存在し,カタラーゼは植物,動物の肝
 臓等に存在し,いずれもヘム蛋白質である。本研究はこれらペルオキシダーゼおよびカタラーゼの
 構造を磁気円偏光二色性分光学により解析することを目的としている。
 第一章の序論ではペルオキシダーゼおよびカタラーゼの存在,性質および構造に関する従来の研
 究結果をのべ,さらに本研究の背景となるポルフィリン,金属ポルフィリγおよび金腐ポルフィン
 誘導体の電子状態について論述している。また,本研究に用いた磁気円偏光二色性分光学の基礎的
 理論を述べている。
 第二章では西洋ワサビペルオキシダーゼの紫外および可視部領域の磁気円偏光二色性スペクトル
 について詳細な検討を加えている。即ち,種々の配位子をペルオキシダーゼに加えて観測された磁
 気円偏光二色性スペクトルを対応するメトミオグロビンおよびミオグロピン誘導体の磁気円偏光二
 色性スペクトルと対比して論じた。メトミオグロビンの誘導体と異なる点は特にアルカリ型の西洋
 ワサビペルオキシダーゼが鉄3価低スピγ錯体に分類されるが,対応するアルカリ型メトミオグ・
 ビンが鉄3価高スピン錯体に分類されることである。このことをさらに第四章で詳述している。
 次に,第三章では西洋ワサビペルオキシダーゼの近赤外領域の磁気円偏光二色性を論じている。
 近赤外領域には鉄錯体によるd-d遷移および電荷移動遷移が観測されるものと期待された。鉄3
 価西洋ワサビペルオキシダーゼのシアノ錯体は吸収スペクトルと類似の波形をもつ磁気円偏光二色
 性スペクトルを1,000～1,900nmの範囲に示し,このスペクトルは温度の低下と共に強度を増大
 し,いわゆるファラデーのC項であるものと考えている。この結果はメトミオグロビンのシアノ錯
 体の磁気円偏光二色性スペクトルとよく対応している。アルカリ型の西洋ワサビペルオキシダーゼ
 はその磁気円偏光二色性スペクトルの波長および温度依存性より,鉄3価低スピγ型に分類される
 ことが確認された。
 この様に特異な構造を有するものと推察されたアルカリ型の西洋ワサビペルオキシダーゼの構造
 をさらに確認するために,いわゆる酸・ア・レカリ滴定を行ない,種々のpHで測定される磁気円偏
 光二色性スペクトルを詳細に吟味している。第四章では,この酸型からア・レカリ型への変化におけ
 る平衡反応のpK値は11であることをのべると共に,酸型は鉄3価高スピン型,アルカワ型は鉄
 3価低スピン型であることを確認した結果を詳細にのべている。酸型の西洋ワサビペルオキシダー
 ゼの第6配位子はカルボキシレート基であると推定し,アノレカリ型の西洋ワサビペルオキシダーゼ
 の第6配位子は塩基性の強められた水酸基である可能性を示している。
 一方,ペルオキシダーゼは生体内で過酸化水素と不安定な複合体を形成することに着目し,この
 様な複合体の磁気円偏光二色性スペクト・レを低温で観測することに成功した。この結果を第五章で
 のべている。ペルオキシダーゼの過酸化水素との複合体には被合体1,π,皿と名づけられている
 3種の複合体が知られている。複合体田.の磁気円偏光二色性スペクトルはミオグロビンの酸素錯体
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 の磁気円偏光二色性スペクトノレと類似しており,鉄2価低スピン錯体と考えられる。一方,複合体
 ∬の磁気円偏光二色性スペクトルの400nm領域のスペクトルにはほとんど温度変化が認められな
 い。このことはカンガノレーのメトミオグロビγと過酸化水素との複合体丑における磁気偏光二色性
 の400nm波長領域のスペクトルが温度低下と共にその強度をいちじるしく大きくする事実とはす
 こぶる対照的である。このペルオキシダーゼとメトミオグロピンのそれぞれの過酸化水素との複合
 体丑において,中心の鉄イオンのイオン価数は4十である。磁気円偏光二色性スペクトルの温度変
 化の相異について若干の説明がなされているが,目下の所,明確な推論は出来なかった。さらに第
 五章では.複合体形成の前後における蛋白質部分のコンホメイション変化についても言及している。
 第六章では牛肝臓のカタラーーゼの磁気円偏光二色性について述べている。カタラーゼにおいては
 シアノ誘導体をのぞき,各誘導体はいずれも鉄3価高スピン型と考えられる。カタラーーゼの磁気円
 偏光二色性スペクトルはカタラーゼにおいてヘムまわ9の対称性が対応するペルオキシダーゼやミ
 オグロピンにおけるヘムまわりの対称性より低いことが示された。
 以上,小林長夫提出の論文は,従来構造について明確でなかったペルオキシダーゼおよびカタラ
 ー ゼのヘム周辺の構造を磁気円偏光二色性分光学によって解析した研究であって,磁気円偏光二色
 性分光学によるヘム蛋白質の構造解析の有効性を示した研究として本論文は高く評価される。本研
 究によって,ペルオキシダーゼおよびカタラーゼにおけるいわゆる軸配位子についていくつかの点
 が解明された。生物物理学の当該研究分野の今後の発展に寄与する所,極めて大きい。また,本論
 文は小林長夫が自立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を有することを示してい
 る。よって,小林長夫提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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